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SAMENVÀTTING
Na een korte inleiding wordt een omschrijving van het begrip srabilisarie
gegeven en besproken hoe deze stabilisatie, dir is her imeversibel inaciveren
van de enzymen, in het algemeen tor stand kan worden gebracht. Tevens
wordt nagegaan of ook door verschillende oplosmiddelen reeds bij gewone
temperatuur een verhindering van de enzymwerking kan worden verkregen.
Afgezien van het feit, dat een zekere remming kan onrstaan door her minder
oplosbaar zrjovar' de enzymen wordt op deze wijze geen stabilisatie bereikt
Hierna worden besproken de meest gebruikelijke stabilisatiemethoden;
dit zijn de methode van Bourquelot, die van Arnould, en Gorís, waarbij
onder druk met waterdamp wordt gestabiliseerd, en de methode van Pemot
en Goris, waarbij op overigens soortgelijke wijze van alcohol gebruik wordt
gemaakt. Ook behoren hiertoe de methoden van her onderdompelen in
kokend water en het gedurende korte tijd verhitten op 100" C. De voor- en
nadelen van bovengenoemde werkwijzen worden besproken.
Voor het in dit proefschrifr behandelde onderzoek worden als srabilisatie-
methoden gebruikt: de behandeling van Digitaiisblad met alcohol- of water-
damp onder druk en de verhitting op 100' C in een droogstoof gedurende
een bepaalde tijd. Vervolgens werd nagegaan, wat in de literatuur over het
stabiliseren eo drogen van Folia Digitalis bekend is. Het bleek al spoedig,
dat de meningen over de verkregen resultaten nier geheel gelijkluidend zijn.
Dit is voor een groot deel toe te schrijven aan de verschillende merhoden
van waardebepaling, zowel physiologisch als chemisch. Meestal wordr aan-
bevolen het Digitalisblad bij 55-60'C te drogen; bij een remperatuur van
100" C of hoger treedt een daling op in het gehalte aan werkzame bestand-
delen, terwijl onder invloed van stabilisatie de samenstelling van het glyco-
sidenmengsel geheel anders is geworden. Hieruit bleek tevens de noodzaak
om een andere methode van waardebepaling te zoeken, waardoor het moge-
lijk wordt een betere differentiatie te krijgen in de samenstelling van het
glycosidenmengsel.
Hoofdstuk IV geeft eerst een overzicht van de voornaamste in Folia Di-
gitalis aanwezige bestanddelen, met aansluitend daarop een korte samenvat-
ting van de veie bestaande physiologische n chemische waardebepalingen.
In het bijzonder wordt dan besproken de toepassing van de reactie van
Baljet, dit is het gebruik van een alkalische pikraatoplossing voor de quan-
titatieve bepaling van de Digitalisglycosiden. De met dic reagens verkregen
oranierode kleur kan het best worden gemeten met een colorimeter, voor-
zien van een lichtfilter dat een maximale doorlaatbaarheid bij ongeveer
5000 A' heeft. Op àeze wijze wordt dan de hoeveelheid aglycon bepaald.
Door ons zelf werd gebruikt een golflengte van 4930 tot 5030 A".
Een andere reactie op hartglycosiden, welke berust op het aantonen van
digitoxose in het glycosidemoiecuul, werd uitgevoerd met het reagens van
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: het reager-rs van
Linàeuald, een modificarie van het reagens van Keller-Kiliani. Híermee
wordt alleen het glycoside bepaald en nÈt het in vrije toesrand aanwezige
aglycon. Het verschil in uitkomst van beide bepalingen geeft het gehalie
aan aglyconen.
De vooral van Amerikaanse zijde aanbevoien merhode van Bell en Kranrz
met behulp van her reagens van Baliet bleek te hoge uitkomsten te geven.
Een ook bij de methode van soor toegepaste zuivering met chloroform"*erd
daarom ingeschakeld, terwijl de metingen met behurp van een filter, waar-
van het doorgelaten spectraalgebied klein is of met een monochromator wer-
den uitgevoerd.
v9rde1 blijkt duidelijk, dat het schijnbare grycosidengehalte van herfren
van bladeren waarvan de ene helft gewoon geároogd 
"nï" "nd"re t.tft ge-stabiliseerd was,_volgens de bepaling van Bátt en krantz ongeveer gelijk"is.
volgens de bepaling van soo.i, waarbij op de verdampingsrei de reictie van
Lindeualcl 
,is roegepasr, worden geheel andere uitko-iteri verkregen. Hec ge-halte van het gestabiliseerde blad is ongeveer r/,. tot 7/n uan'iut uun É"r
gewoon gedroogde blad. Door ons werd bewezen, dat dË corzrak van dir
verschijnsel gezocht moet worden in de aanwezigheid van primaire glycosi-
den. Deze aanwezigheid kon vrij eenvoudig -otd.n aangeioond dcoï *aar-
debepalingen te verrichten, nadar her bladpoeder korcerelf langere tijd mer
water in_ aanraking is geweest. Bij het gedroogde blad loopr de uitkomsr op
tor een bepaalde maximale waarde; bij het gestabiliseerdà blad treedr geen
verhoging op, wel echter indien ,,enzympoeder" hieraan is roegevoegd. Èi"r-
mee is de aanwezigheid van primaire glycosiden, ook in gedróogd Ërad aa.r-
getoond.
Tevens werd bewezen, dat indien genuine glycosiden voorkomen de uit-
komsten van de gewone waardebepaling onjuiir zijn. Dcor de slechre oplos-
baarheid in chloroform wordr maar ee.deeÍ, nuur 'bij de waardebepaling e-
bleken is j5 %, hiervan uit de waterige oplossing uitgeschud. Éouenoiert
blijkt het purpureaglycoside, indien hierain her-reagËns van Lindeward
wordt toegevoegd, slechts mer 2 van de 3 aanwezige digitoxosemoleculen te
reageren. Bij de splitsing in het sterk zure milieu w.ordr nl. een biose ge-
vormd, geuoemd digilanidobiose bestaande uit I mol. dicitoxose en I mol.
glucose, welke mer het reagens van Lindew,ilcl geen kleui geefr. Dcor deze
beide oorzaken wordt bij de waardebepaling uoigens soos Èij aanwezigheid
van primaire glycosiden een.zeer ernstige four gemaakr, omdat -aat óng.-
veer 7/n deel van deze purpirreaglycosiden worJr meebepaald.
Het is echter mogelijk gebleken, door het enzym digrp'rpidase geregen-
heid te geven zijn werking op de genuine glycosiden .,il i" o.f".,"n,1.n b.-
vredigende oplossing re vinden waarbij bovengenoemde fouten *oá"n u.r-
meden. Dit ferment is in het gewoon gedroogde blad nog in acieve vorm
aanweztg, terwijl aan gestabiliseerd blad een volgens sníl en Kreil bereid
,,enzympoeder" wordr toegevoegd, waardoor de beoogde werking zij het in
een trager tempo ook wordt verkregen.
Nadat hec enzym zrjn volledige werking heefr uitgeoefend zijn in de wa-
terige vloeistof aanwezig digitoxine, gitoxine en de twee aglyionen. Dcor
op dit rijdsrip een waardebepaling uic re voeren, nadac hec àaceraac is ge-
zuiverd mer loodacetaat, kunnen nu wel alle in het blad aanwezige glycoii-
-..-"dL-
6J
den en aglyconen met chloroform worden uirgeschud. Na drogen met uitge-
droogd natriumsulfaat wordt de chloroform oi., .*.. van te voren sewosen
kolfjes verdeeld en op de verdampingsresten de reacties van resp. Éat'jeí en
Lincleyald'itgevoerd. Het verschil tussen deze beide bepalingên geeft de
hoeveelheid aglycon aan. Door combinatie met de waardeir, veikreg-en dcor
de waardebepaling na 1 uur schudden uit te voeren is het met beÉulo van
een- berekening mogelijk de gehele samenstelling van het grycosidenmËngsel
in het blad, uitgedrukt in primaire en secundaire glycosiáen en aglyconen,
op te geven.
_ _Dit is het principe van de door ons gebruikte waardebepaling.Nagegaan werd 
_de tijd, welke nodig is om de enrym*erking volledrg redoen plaats vinden. om temperaruurswisseiingen re voorkonien kan het
beste gebruik worden gemaakt van een broedsroof. Voor gewoon gedroogd
blad-is een remperaruur van 30' C, voor gestabiliseerd blad waaraan ,,enzym-
poeder" is toegevoegd een temperaruur van 40' C voldoende om de duur
van de bepaling binnen redelijke grenzen te houden. Bij een temperaruur
van 80' C wordt een geheel ander verschijnsel waargenomen. Nadat het
enzym korte tijd zijn invloed heeft kunnen doen gelden, wordt de werking
hiervan al spoedig stopgezer. Het resultaat is dar de waardebepalingen ui:-
gevoerd ta L/r, I,2,4 of 8 uur eenzelfde uitkomst opleveren, Langzamer-
hand wordt daarna een chemische reacrie merkbaar. Hierdoor worden zowel
de purpurea- als de secundaire glycosiden gesplitst.
De door ons voorgesrelde waardebepaling werd toegepasr op een aantal
monsters, welke op verschillende wijze werden behandeld. In het algemeen
kan worden gezegà, dar het gehalte van bladeren verzameld van het bloei-
ende kruid aanmerkelijk lager is dan van bladeren afkomstig van worrel-
rozetten. In gestabiliseerd blad blijkt het gehalte aan primaire glycosiden
veel groter te zijn dan van het gewone, dit is bij 40' C gedroogde blad.
Trouwens ook in het laatste geval kan de hoeveelheid genuine glycosiden
betrekkelijk groot zijn, namelijk tot 50 % van her totaal. Het maakt voor de
stabilisatie, welke geschiedde in een kleine autoclaaf onder druk, niet uit of
dit plaats heeft met alcohol of dar water wordt gebruikt. Bij de stabiiisatie
heeft enig verlies plaats t.o.v. blad, dat normaal gedroogd is. Belangrijk is
dac geconstateerd werd, dat het eindresulraat er niet door wordt beinvloed
of het blad enige tijd in de schaduw in een dunne laagblljft liggen. In bijna
alle monsters blijkt een geringe hoeveelheid vrij aglycon voor re komen.
De enzymatische ontleding heeft alleen betrekking op de omzetting van
primaire tor secundaire glycosiden. \7e kunnen zeggefi, dat indien in een
preparaat na verloop van tijd een omzetting heeft plaats gevonden van se-
cundaire glycosiden tot vrije geninen dit een gevolg is van een chemische
ontleding en niet van fermentwerking.
Bij een drietal series monsters werd nogmaals nagegaan, hoelang het blad
kon blijven liggen voor de enzymwerktng zijn invloed deed gelden. Bij een
van deze series bleek daarbij het blad in 10 dagen practisch luchtdroog te
zijn geworden. Met behulp van de hierop volgende analyse werd bewezen,
dat bij gewone temperatuur weinig fermentwerking plaats heeft.
Bij de hierna volgende proeven werden enige methoden van behandeling
met elkaar vergeleken, nl. stabilisatie met alcohol en her drogen bij resp.
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r het drogen bij resp.
100" C, 80' C en 40" C. Hoewel bij het gestabiliseerde product het gehalte
aan primaire glycosiden het hoogst is, blijkt het totaal glycosidengehalte het
laagst te zijn. De waarschijnli.jke reden, nl. exrractie wèrd al genóemd. Van
de_drie droogtemperaturen blijkt die van 100" c de slechtste"resurtaten op
te leveren. Het totaal glycosidengehalte is ook iets lager dan van het blad, dat
bij 40" C of 80" C gedroogd is en ook de hoeveelheid primaire glycosiden is
het kleinst. Het mareriaal gedroogd bij 80' C blijkt van de drie gedroogde
monsters het hoogste gehalte aan primaire glycosiden op te leveren, terwijl
het 
-totale gehalte minsrens gelijk is aan dat van het bij 40' C gedroogde
blad. Dit verschijnsel werd in de laarste proeven bevestigd; tevens werd
daa^rbij gevonden, dar het geen voordeel biedr of het blad eersr korte tijd bij
80' C en daarna verder gedroogd werd bij 40" C.
De conclusie uit al deze proeven is, dat het mct behulp van een nieuwe
waardebepalingsmethode gelukt is aan re ronen. der in Digitalisblad bij ge-
wone temperatuur geen omzetting van de prim;rire glycosiden plaats vindt.
Bij het drogen bij 40" C treedt sterke enzymwerking op, in tegenstelling
met het drogen op 80' C.
Voor het verkrijgen van een gedroogd product, dat zoveel mogelijk pri-
maire glycosiden bevat is her nodig, dit drogen zo kort mogelijk te doen
plaats vinden bij een temperaruur van waarschijnlijk 60-70" C. De enzym-
werking is daardoor zo veel mogelijk uirgeschakeld, zorder dat de tempe-
ratuur een schadelijke invloed kan uiroefenen. Het gestabiliseerde product
heeft vrijwel een maximumgehalte aan genuine glycosiden, terwijl het totaal
glycosidengehalte i cs lager is dan van gedroogd blad.
Voor zover door pharmacologische proeven nog niet geheel is uitgemaakr
of purpureaglycosiden een betere werking hebben op het menselijk hart dan
de secundaire glycosiden, kan niet worden vascgesteld aan welke methode
van conservering van Digitalisblad de voorkeur moet worden gegeven.
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